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  Inactivation  of  ‐lactam  antibiotics  by  metallo‐‐lactamase  enzymes  is  a  well‐recognized 
pathway of antibiotic resistance in bacteria. As part of extensive mechanistic studies, the hydrolysis of a 




nm which affords a blue  color. The NMR and  IR  spectroscopic data of 2' are  consistent with  it being 
zinc(II)‐bound N‐deprotonated hydrolyzed nitrocefin that forms from the tetrahedral intermediate upon 




extended  conjugation  and  by  coordination  to  zinc.  The  blue  intermediate  (2')  in  the  model  system 
resembles well that in the enzymatic system, judging by its optical properties. The greater stability of the 






antibiotic drugs worldwide  and once  called were  called  “superdrugs.”1 Unfortunately because of  the 
extensive and often unnecessary use of antibacterial agents, bacterial resistance to numerous antibio‐
tics has spread so widely that some  infections have become virtually untreatable.1‐3 Several pathways 



















abundant  serine‐lactamases  share  an  active‐site  serine  residue  that  attacks  thelactam  carbonyl 
carbon  to  form an acyl‐enzyme  intermediate.6 Mechanism‐based suicide  inhibitors, such as clavulanic 
















There have been  several  studies of  the mechanism of metallo‐‐lactamase.6,14‐19  It  is often 
proposed, mostly on the basis of crystal structure determinations, that a bridging hydroxide acts as the 
nucleophile to attack bound substrates.15 Dinuclear zinc(II) complexes developed as functional models 
of metallo  ‐lactamases  support  such  a mechanism.20,21  Recently  an  intermediate was  detected  by 
stopped‐flow experiments  in the hydrolysis of the ‐lactam substrate nitrocefin 1 by the B. fragilis en‐
zyme.14,16 UV‐visible and kinetic data were consistent with a negatively charged species 2 (Scheme 1) 
that  contains a deprotonated nitrogen atom as  the  leaving group. The detection of  this  intermediate 
suggested  that  cleavage  of  the  C–N  bond  in  ‐lactam  antibiotics  occurs  prior  to  protonation  of  the 
leaving group. Although protonation of 2 was rate determining, the intermediate did not accumulate to 




We  recently  reported  the  synthesis,  structure,  and  reactivity  of  the  several  functional  ‐
lactamase  models,  including  the  two  dizinc(II)  complexes  [Zn2L1(‐OH)(NO3)2]  and  [Zn2(BPAN)(‐
OH)(Ph2PO2)](ClO4)2  (Scheme  1).20,21 Monitoring ‐lactam hydrolysis by  these  complexes  in  aqueous 
solution did not reveal any observable intermediates, presumably because the collapse of such species is 
more  rapid  than  their  formation.20,21 Hydrolytic  reactions  carried  out  in wet DMSO  as  the  solvent, 






(2‐aminoethyl)pyridine, N,N,N’‐trimethylethylenediamine,  p‐cresol, NaBH4,  5‐bromosalicylaldehyde,  2‐
  
4






  Physical Measurements.   Proton  and  carbon‐13 NMR  spectra were obtained  at 500  and 125 
MHz, respectively, on Varian 500 and 501 NMR spectrometers equipped with temperature‐control units. 
HMQC  1H‐15N  NMR  spectra  were  recorded  on  a  Varian  500  spectrometer  at  293  K  with  N,N‐







pyridylethyl)aminomethyl]‐1,8‐naphthyridine  (BPAN),  2,7‐dimethyl‐1,8‐naphthyridine  was  synthesized 
from  6‐methyl‐2‐pyridinamine  and  ethyl  acetoacetate  in  four  steps  as  described  previously.24  1,8‐
Naphthyridine‐2,7‐dicarboxaldehyde  was  then  synthesized  from  2,7‐dimethyl‐1,8‐naphthyridine  by  a 
modification  of  the  published  procedure.25  Condensation  of  1,8‐naphthyridine‐2,7‐dicarboxaldehyde 
and  2‐(2‐aminoethyl)pyridine,  followed  by  the  reduction  with  NaBH4  gave  ligand  2,7‐bis[2‐(2‐
pyridylethyl)aminomethyl]‐1,8‐naphthyridine  (BPAN)  as  the  final  product.25  The  ligand  N,N‐bis(2‐
pyridylmethyl)tert‐butylamine (bpta) was prepared as described previously.26  
  Zinc Complexes. The complexes [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2] and [Zn2(BPAN)(‐OH)(Ph2PO2)](ClO4)2 we‐




  Hydrolyzed Nitrocefin  (3).   This  compound was prepared  from nitrocefin  following hydrolysis 
catalyzed by  the metallo‐‐lactamase  from B.  fragilis.  In a  typical experiment nitrocefin  (100 mg) was 
dissolved in 1.0 mL of DMSO and added stepwise to a solution of the enzyme (4.0 M, 50 mL) in 50 mM 











  Decomposition.  The  decomposition  of  nitrocefin  (1)  and  hydrolyzed  nitrocefin  (3)  is 
accompanied  by  the  loss  of  visible  absorbanc.27,28  The  major  decomposition  products  were 

















  Binding of ‐Lactam Substrates to Zn(II) Compounds  in DMSO Solution.     Carbon‐13 NMR Ex‐
periments. In the data reported below, chemical shifts are given in ppm relative to DMSO‐d6 as an inter‐
nal  reference.  In  a  typical  experiment,  the  solution  was  initially  0.10  M  in  complex  and  0.10  M  in 
nitrocefin. The temperature was 293 K, unless stated otherwise. 13C NMR in DMSO‐d6 for free nitrocefin 
(carbonyl  region):    169.5  (C(O)N),  164.0  (COO),  162.4  (C(O)N‐lactam).  13C NMR  in  a  1:1 mixture  of 
DMSO‐d6  and  acetone‐d6    for  free  nitrocefin  (carbonyl  region):    170.5  (C(O)N),  165.1(COO),  163.6 
(C(O)N‐lactam). 13C NMR  in a 1:1 mixture of DMSO‐d6 and acetone‐d6   for nitrocefin  in the presence of 
[Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]  (carbonyl  region):  170.6  (C(O)N), 168.8 and 168.0  (COO), 165.3  (C(O)N‐lactam). 
13C NMR  in DMSO‐d6  for nitrocefin  in  the presence of  [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]  (carbonyl  region):  170.5 
(C(O)N),  168.4  and  167.4  (COO),  165.0  and  164.5  (C(O)N‐lactam).  13C NMR  in DMSO‐d6  at  313  K  for 
nitrocefin  in  the presence of  [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]  (carbonyl  region):  170.4  (C(O)N), 168.3 and 167.5 
(COO), 164.8 and 164.5 (C(O)N‐lactam). 
1H‐15N HMQC Experiments. In a typical experiment, the solution was initially 0.10 M in complex 
and  0.10 M  in  nitrocefin.  The  temperature was  293  K.  15N NMR  in DMSO‐d6  for  nitrocefin:    109.6 
(C(O)N). 15N NMR in DMSO‐d6 for nitrocefin in the presence of [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]:  109.5 (C(O)N). The 
1H  and  15N  chemical  shifts  are  given  in  ppm  relative  to  DMSO‐d6  as  an  internal  reference  and  to 
dimethylformamide as an external reference, respectively. 
Infrared Experiments.   The  initial concentrations of complex and nitrocefin were each 0.05 M 
and the solvent was always DMSO. The temperature was 293 K.  IR  (cm‐1)  for  free nitrocefin  (carbonyl 
region): 1700 br (asym(COO)), 1684 (C(O)N), 1781 (C(O)‐lactam). IR (cm‐1) for nitrocefin  in the presence 
of [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2] (carbonyl region): 1634 (asym(COO)), 1680 br (C(O)N), 1783 (C(O)‐lactam).  







0.28  M.  The  concentrations  of  the  blue  species  and  nitrocefin  were  monitored  by  UV‐visible 
spectrophotometry during the  incubation. When conversion of nitrocefin to the blue species was 50% 














2.1 mg)  in 10 L of H2O was added. The  reaction mixture was  incubated at 313 K  for 8 h. The  initial 
concentrations  of  nitrocefin  and  the  complex  were  each  0.05  M.  The  time‐dependent  relative 
concentrations of nitrocefin and the blue species were determined  from the UV‐visible spectra during 








The  extinction  coefficient  for  the  blue  species  (2’)  was  determined  during  the  course  of  its 
conversion  from  nitrocefin.  In  a  typical  experiment,  the  zinc  complex  and  nitrocefin were  mixed  in 



















extinction  coefficient  ()  at  400  nm  was  determined  by  measuring  the  absorbance  of  solutions 
containing  known  concentrations  in  DMSO  at  333  K  in  the  presence  and  absence  of  0.001  M 





decomposition.  Their  respective  concentrations  were  0.010  M  each.  Unless  stated  otherwise,  the 
concentrations of [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2] and nitrocefin in kinetic studies were 4.7 x 10‐4 and 3.7 x 10‐5 M, 
respectively. In a typical kinetic run all reagents were mixed in a spectrophotometric cell and allowed to 
equilibrate  for  2  min  inside  the  temperature‐controlled  UV‐visible  spectrophotometer  compartment 
before  beginning  data  collection.  Data  were  usually  collected  at  640  nm,  the  wavelength  that 
corresponds to the absorbance maximum of 2'  in the presence of [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]. Nitrocefin and 
its hydrolysis product do not absorb around 600‐700 nm. Consequently, their spectra do not  interfere 



















Binding of ‐Lactam Substrates to Zn(II) Compounds  in DMSO Solution.   Data  in this and the 
previous reports20,21 demonstrate that the 13C NMR and infrared spectroscopic methods are well suited 
to  monitor  coordination  of  ‐lactam  substrates  to  dinuclear  and  mononuclear  zinc(II)  complexes  in 
DMSO  solutions.  A  downfield  shift  of  the  carboxylic  acid  carbonyl  resonance  (Experimental  Section) 




boxylate binding to a zinc(II)  ion.31‐33 The small changes  in the chemical shift and  in (C(O)‐‐lactam) 
stretching frequency presumably result from inductive effects that originate from zinc(II) coordination to 
the carboxylate group.32,34 The  two carboxylate group  carbon  resonances  in  the  13C NMR  spectra of 
bound  nitrocefin  in  DMSO‐d6  presumably  correspond  to  two  rotational  isomers.  The  respective 
resonances in two pairs partially coalesce in a 1:1 mixture of acetone and DMSO, which has a lower sol‐
vent viscosity.35  Increasing the temperature to 313 K also results  in such partial coalescence. That this 
result  is not a consequence of different modes of nitrocefin binding was  ruled out by  IR experiments 
that reveal only monodentate coordination of the carboxylate group. Penicillin G also binds to dinuclear 
and mononuclear zinc(II) complexes via the carboxylate group  in a monodentate manner according to 
the  13C  and  IR  data.21  Thus  variations  in  structure  among  cephalosporins,  such  as  cephalothin  and 
nitrocefin, and penicillins do not affect the mode of metal binding. 
  Hydrolysis of ‐Lactam Substrates Catalyzed by  the Dinuclear Zinc(II) Complexes.   Nitrocefin 
(1) was chosen as a substrate to investigate hydrolysis because it conveniently absorbs in the visible re‐
gion at 400 nm. This visible absorbance maximum shifts to 496 nm upon hydrolysis owing to formation 


































ously  reported  mechanisms  for  ‐lactam  hydrolysis  by  the  complexes  [Zn2L1(‐OH)(NO3)2]  and 
[Zn2(BPAN)(‐OH)(Ph2PO2)](ClO4)2  are  provided  in  Schemes  S1  and  S2.20,21  Both  complexes  bind  ‐
lactam  substrates  as  monodentate  ligands  via  the  conserved  carboxylate  group.  The  nature  of  the 
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that attacks coordinated substrates. Nucleophilic attack by bridging or  terminal hydroxide  is  the  rate‐
determining step in hydrolysis by both complexes in aqueous solution.  
Fast  protonation  of  the  leaving  group  and  C–N  bond  cleavage  to  afford  product  made  it 




protonation  step  is  sufficiently under  these  conditions  such  that  the  intermediate decomposes more 
rapidly  than  it  forms. Raising  the solution pH  to values higher  than 8.59  resulted  in decomposition of 
nitrocefin. 
Formation of the Intermediate in DMSO Solutions of Nitrocefin.  Reaction of nitrocefin with a 
tenfold molar  excess of  [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]  at  room  temperature  in wet DMSO  solution  resulted  in 






tion of the blue zinc complex  in DMSO resulted  in an  instantaneous color change to pink (Figure 2). A 
new band at 496 nm arises from the product of nitrocefin hydrolysis, 3. Thus the blue species is a true 





This  finding  is  consistent with a deprotonated amine  structure,  similar  to  that of 2,  for  the blue  zinc 
complex. 
Preparation of 2' from Hydrolyzed Nitrocefin (3).  The blue species (2') can be prepared directly 















formed  carboxylate  to  the  dizinc(II)  complex.  These  changes  were  only  observed  in  the  subtracted 


















































value  is  reached  at  app. 2.50 M H2O  in DMSO  solutions, but  the  changes  are  relatively  small. Closer 








de of the  latter value  is  in agreement with the  intramolecular mechanism  in Scheme S1. The negative 
charge of S‡  implies that the nucleophilic attack  is the rate  limiting step; the C‐N bond cleavage that 
follows is fast. 
Mechanism  of  Nitrocefin  Hydrolysis  by  the  Dizinc(II)  Complex.  A  detailed  mechanism  of 
[Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]‐catalyzed  hydrolysis  of  nitrocefin  consistent  with  the  previously  published  and 
foregoing results  is displayed  in Scheme 4. The first step  is the coordination of the ‐lactam carboxylic 





decomposition of 2' significantly. Thus,  the concentration of  the blue  intermediate does not decrease 








could not be  crystallized. On  the  contrary, analogs  for  the blue  species,  such as picolinate, are quite 
stable. Studies of the analog binding to the zinc(II) complexes might shed some light on the structure of 
2',  in  particular  the  mode  of  binding  of  the  nitrocefin  fragment  to  zinc(II)  ions.  One  such  complex 
{[Zn2L1(picolinate)(OH2)](ClO4)2}2 was crystallized as described  in  the Supporting  Information. The  rele‐
vant  crystallographic  parameters  are  given  in  Tables  S1‐S4,  and  the  three‐dimensional  structure  is 
shown  in Figure S6. Two picolinates bridge  two  [Zn2L1(OH2)] units  thereby  forming a centrosymmetric 
dimer. Each picolinate chelates to one of the zinc(II) ions via the pyridine nitrogen and carboxylate oxy‐
gen atoms and uses the remaining oxygen atom to coordinate to the other zinc(II)  ion.  It  is  likely that 
hydrolyzed deprotonated nitrocefin 2' will coordinate to one Zn(II) of the dizinc(II) complex in a similar 
way, using amine nitrogen and carboxylate (C(1)OO) oxygen atoms for binding. The newly formed car‐
boxylate  (C(4)OO)  is  likely to coordinate to the  remaining Zn(II) atom. This conclusion  is  in agreement 
with the IR and NMR data of 2’ (Experimental Section).  
Formation of 2’  in  the Presence of  [Zn2(BPAN)(‐OH)(Ph2PO2)](ClO4)2.   Mixing nitrocefin and 
[Zn2(BPAN)(‐OH)(Ph2PO2)](ClO4)2 in DMSO solution results in the formation of 2’ that was characterized 
by its prominent absorbance maximum at 630 nm. Raising the concentration of this complex results in a 
more  rapid  formation  of  2'  (Figure  4).  The  observed  saturation  curve  arises  from  the  binding  of 
nitrocefin to the dizinc(II) complex prior to the hydrolysis (Scheme 3). Fitting the experimental results to 
eq 4 yielded  the  respective values of K and k2 of 2810 M‐1 and 0.075 min‐1. They are  lower  than  the 
corresponding values for [Zn2L1(‐NO3)(NO3)2]. 
  Formation of the Blue Species (2')    in the Absence of Zinc(II) Compounds.   One equivalent of 
base is needed to neutralize free acid nitrocefin and, therefore, hydrolysis and the formation of the blue 
species are not observed  in the presence of an equimolar concentration of (CH3)4NOH∙5H2O. Upon the 
addition  of  five‐molar  excess  of  (CH3)4NOH∙5H2O  the  blue  species  at  680  nm  were  formed  almost 
  
16
instantaneously  (Figure  S6).  However,  the  predominant  product  in  this  reaction  was  hydrolyzed 
nitrocefin (3) with the absorbance maximum at 520 nm. Slight differences in absorbance maxima for 3 in 
these and other experiments are presumably due to the variations in the reaction conditions.16 Heating 









lactamase‐catalyzed hydrolysis of nitrocefin.14 The  intermediate was  studied  in  the model  system by 
various spectroscopic methods and kinetics. Carbon‐13 and IR data support proposed structure 2'. These 
findings point at the hydrolytic mechanism that involves nucleophilic attack by zinc(II)‐bound hydroxide, 





S2 showing  two hydrolytic mechanisms; and Figures S1‐S6 displaying absorbances of nitrocefin  in  the 
presence  and  absence  of  Zn(ClO4)2;  correlation  between  absorbances  of  2’  and  nitrocefin;  nitrocefin 
hydrolysis followed by UV vis spectrophotometry, UV vis spectra of 2’ in DMSO solution, ORTEP diagram 




























































Acid  pKa  kform, min‐1  kdis, min‐1 
none  ‐  0.20  0.005 
trifluoroacetic acidb  < 0  n.r.c  n.r.c 
acetic acidb  4.75  n.r.c  n.r.c 
p‐nitrophenolb  7.16  0.25  0.004 
trifluoroethanolb  12.4  0.23  0.004 
H2O
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